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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Verfahren und Anordnung zur Erfassung des wellenlangenabhangigen Verhaltens einer beleuchteten Probe 
@ Verfahren zur Anordnung zum Betrieb eines bildgeben- 

den optischen Systems zur Erfassung von charakteristi- 

schen Grofcen des wellenlangenabhangigen Verhaltens 

einer beleuchteten Probe, insbesondere des Emissions- 

und/oder Absorptionsverhaltens, vorzugsweise der Fluo- 

reszenz und/oder Lumineszenz und/oder Phosphoreszenz 

und/oder enzymaktivierten Lichtemission und/oder an- 

zymaktivierten Fluoreszenz, 

vorzugsweise zum Betrieb eines Laserscanmikroskops, 
mit detektionsseitig ortsaufgeioster wellenlangenabhan- 
giger Zerlegung der Bildpunktinformation der Probe in 
Spaktralkomponenten, wobei fur unterschiedliche Spek- 
tralkomponenten mindestens eine Summierung erfolgt. 
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Beschreibung 



[0001] Die Erfindung beziehl sich auf ein Verfahren und 
eine Anordnung in der Fluoreszenzniikroskopie, insheson- 
dere der Laser Scanning Mikroskopie, der Fluoreszenz-Kor- 
relationsspektroskopie und der Scanning Nahfeldmikrosko- 
pie, zur Untersuchung von vorwiegend biologischen Pro- 
ben, Praparaten und zugehorigen Komponenten. Mil einge- 
schlossen sind auf Fluoreszenzdetektion basierenden Ver- 
fahren zum Screenen von Wirkstoffen (High Throughput 
Sceening). Durch den Ubergang von der Detektion von we- 
nigen breiten spektralen Farbstoffbandern zur simultanen 
Aufnahme kompletter Spektren eroffnen sich neue Moglich- 
keiten bei der Identifikation, Separation und Zuordnung der 
meist analytischen oder funktionalen Probeneigenschaften 
zu raumlichen Teilstrukturen oder dynamischen Prozessen. 
Simultan-Untersuchungen von Proben mit Mehrfachfluoro- 
phorcn wcrdcn damit bei ubcrlappcndcn Fluorcszcnzspck- 
tren auch in raumlichen Strukturen von dicken Proben mog- 
lich. Die Datenaufnahmerate wird durch die Anordnung 
nicht verringert. 

Stand der Technik 



[0002] Ein klassisches Anwendungsgebiet der LichUid- 
kroskopie zur Untersuchung von biologischen Praparaten ist 
die Fluoreszenzniikroskopie (Lit.: Pawley, "Handbook of 
biological confocal Microscopy": Plenum Press 1995). 
Hierbei werden bestimmte Farbstoffe zur spezifischen Mar- 
kierung von Zellteilen verwendet. 

[0003] Die eingesLrahlten Photonen einer bestimmten 
Energie regen die Farbstoffmolekule durch die Absorption 
eines Photons aus dem Grundzustand in einen angeregten 
Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphotonen- 
Absorption bezeichnet (Abb. la). Die so angeregten Farb- 
stoffmolekule konnen auf verschiedene Weise in den Grund- 
zustand zuriick gelangen. In der Fluoreszenzmikroskopie ist 
der Ubergang unter Aussendung eines Fluoreszenzphotons 
am wichtigsten. Die Wellenlange des emittierten Photons ist 
aufgrund der Stokesverschiebung im Vergleich zur Anre- 
gungsstrahlung generell rot verschoben, besitzt also eine 
groBere Wellenlange. Die Stokesverschiebung ermoglicht 
die Trennung der Fluoreszenzstrahlung von der Anregungs- 
strahlung. . 
[0004] Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroi- 
tischen Strahlteilem in Kombination mit Blockfiltern von 
der Anregungsstrahlung abgespalten und getrennt beobach- 
tet. Dadurcb ist dieDarstellung einzelner, mit verschiedenen 
Farbstoffen eingefarbten Zellteilen, moglich. Grundsatzlich 
konnen jedoch auch mehrere Teile eines Praparates gleich- 
zeitig mit verschiedenen sich spezifisch anlagernden Farb- 
stoffen eingefarbt werden (Mehrfachfluoreszenz). Zur Un- 
terscheidung, der von den einzelnen Farbstoffen ausgesen- 
deten Ruoreszenzsignale, werden wiederum spezielle di- 
chroitischen Strahlteiler verwendet. 

[0005] Neben der Anregung der Farbstoffmolekule mit ei- 
nem hochenergetischen Photon (Einphotonen-Absorption) 
ist auch eine Anregung mit mehreren Photonen geringerer 
Energie moglich (Abb. lb). Die Summe der Energien der 
Einzelphotonen entspricht hierbei ungefahr einem Vielfa- 
chen des hochenergetischen Photons. Diese Art der Anre- 
gung der Farbstoffe wird als Mehrphoton en- Absorption be- 
zeichnet (Lit.: Corle, Kino; "Confocal Scanning Optical Mi- 
croscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 
1996). Die Farbstoffcmission wird durch dicsc Art der An- 
regung jedoch nicht beeinfluBt, d. h. das Enussionsspektrum 
ertahrt bei der Me hrphotonen- Absorption einen negativen 
Stokesshift, besitzt also eine geringere Wellenlange im Ver- 



gleich zur Anregungsstrahlung. Die Trennung der Anre- 
gungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der gieichen 
Art und Weise wie bei der Einphotonen-Absorption. 
10006] Der Stand der Technik soli im folgenden beispiel- 
5 haft anhand eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopes 
(LSM) erlautert werden (Abb. 2). 

[0007] Ein LSM gliedert sich im wesentiichen in 4 Mo- 
dule: Lichtquelle, Scanmodul, Detektionseinheit und Mi- 
kroskop Diese Module werden im folgenden naher be- 
10 schrieben. Es wird zusatzlich auf DE 197 02 753 Al ver- 
vviesen. 

[0008] Zur spezifischen Anregung der verschiedenen 
Farbstoffe in einem Praparat werden in einem LSM Laser 
mit verschiedenen Wellenlangen eingesetzt. Die Wahl der 
15 Anregungswellenlange richtet sich nach den Absorptionsei- 
genschaften der zu untersuchenden Farbstoffe. Die Anre- 
gungsstrahlung wird im Lichtquellenmodul erzeugt. Zum 
Einsatz kommcn hierbei verschiedene Laser (Argon, Argon 
Krypton, TiSa-Laser). Weiterhin erfolgt im Lichtquellenmo- 
20 dul die Selektion der Wellenlangen und die Einstellung der 
Intensitatder benotigten Anregungswellenlange, z. B. durch 
den Einsatz eines akusto optischen Kristalls. AnschlieBend 
gelangt die Laserstrahlung iiber eine Faser oder eine geeig- 
nete Spiegelanordnung in das Scanmodul. 
25 [0009] Die in der Lichtquelle erzeugte Lasersirahlung 
wird mit Hilfe des Objektivs beugungsbegrenzt uber die 
Scanner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das Praparat 
fokussiert. Der Fokus rastert punktformig die Probe in x-y- 
Richtung ab. Die Pixelverweilzeiten beim Scannen uber die 
30 Probe liegen meist im Bereich von weniger als einer Mikro- 
sekunde bis zu einigen Sekunden. 

[0010] Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detec- 
tion) des Fluoreszeuzlichtes, gelangt das Licht, das aus der 
Fokusebene (Specimen) und aus den daruber- und darunter- 
35 liegenden Ebenen emittiert wird, uber die Scanner auf einen 
dichroitischen Strahlteiler (MDB). Dieser trennt das Fluo- 
reszenzlicht vom Anregungslicht. AnschlieBend wird das 
Fluoreszenzlicht auf eine Blende (konfokale Blende/Pin- 
hole) fokussiert, die sich genau in einer zur Fokusebene 
40 konjugierten Ebene befindet. Dadurch werden FLuoreszenz- 
lichtanteile auBerhalb des Fokus unterdruckt. Durch Variie- 
ren der BlendengroBe kann die optische Auflosung des Mi- 
kroskops eingestellt werden. Hinter der Blende befindet sich 
ein weiterer dichroitischer Blockfilter (EF) der nochmals die 
45 Anregungsstrahlung unterdruckt. Nach Passieren des Block- 
filters wird das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetek- 
tors (PMT) gemessen. 

[0011] Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption 
erfolgt die Anregung der Farbstofffluoreszenz in einem klei- 
50 nen Volumen in dem die Anregungsintensitat besonders 
hoch ist. Dieser Bereich ist nur unwesentlich groBer als der 
detektierte Bereich bei Verwendung einer konfokalen An- 
ordnung. Der Einsatz einer konfokalen Blende kann somit 
entfallen und die Detektion kann direkt nach dem Objekuv 
55 erfolgen (non descannte Detektion). 

[0012] In einer weiteren Anordnung zur Detektion einer 
durch Mehrphotonenabsorption angeregten Farbstofffluo- 
reszenz erfolgt weiterhin eine descannte Detektion, jedoch 
wird diesmal die Pupille des Objektives in die Detektions- 
60 einheit abgebildet (nichtkonfokal descannte Detektion). 
[0013] Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild 
wird durch beide Detektionsanordnungen in Verbindung mit 
der entsprechenden Einphotonen bzw. Mehrphotonen-Ab- 
sorption nur die Ebene (optischer Schnitt) wiedergegeben, 
65 die sich in der Fokusebene des Objektivs befindet. Durch die 
Aufzeichnung mehrerer optische Schnitte in der x-y Ebene 
in verschiedenen Tiefen z der Probe kann anschlieBend 
rechnergestutzt ein dreidimensionales Bild der Probe gene- 
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riert werden. 

[0014] Das LSM ist somil zur Uniersuchung von dicken 
Praparaien geeignet. Die Anregungswellenlangen werden 
durch den verwendet en Farbstoff mil. seinen spezifischen 
Absorptionseigenschafien bestimnil. Auf die Emissionsei- 5 
gcnschafi.cn des Farbstoffes abgestimmte dichroiiische Fil- 
ter stellen sicher, daB nur das voin jeweiligen Farbstoff aus- 
gesendete Fluoreszenzlichl vom Punkldetektor geinessen 
wird. 

[0015] In biomedizinischen Applikaiionen werden zur 10 
Zeit mehrere verse hiedene Zellregionen mil verschiedenen 
Farbstoffen gleichzeitig markiert (M u It i fluoreszenz). Die 
einzeinen Farbstoffe konnen mil den Stand der Technik ent- 
weder aufgrund verschiedener AbsorpLionseigenschaften 
oder Emissionseigenschafien (Spektren) getrennt nachge- 15 
wiesen werden (Abb. 3a). Abb. 3a zeigl die Emissionsspek- 
tren von verschiedenen typischen Farbstoffen. Aufgetragen 
ist das Eniissionssignal in Abhangigkeit von der Wellen- 
lange. Zu erkennen ist, daB sich die mil 1 bis 4 bezeichneten 
Farbstoffe in der Lage und Form ihrer Emissionsspektren 20 
unterscheiden. Zum getrennten Nachweis erfolgt eine zu- 
satzliche Aufspaltung des Fluoreszenzlichts von mehreren 
< Farbstoffen mil den Nebenstrahlteilem (DBS) und eine ge- 
trennte Detektion der einzeinen Farbstoffemissionen in ver- 
schiedenen Punkldelekloren (PMT x). Eine flexible Anpas- 25 
sung der Detektion und der Anregung an entsprechende 
neue Farbstoffeigensehaften durch den Anwenderist mitder 
oben beschriebenen Anordnung nicht moglich. Statt. dessen 
mussen fur jeden (neuen) Farbstoff neue dichroitische 
Strahlteiler und Blockfilter kreiert werden. 30 
[0016] In eiher Anordnung gemaB WO 95/07447 wird das 
Fluoreszenzlichl mit Hilfe eines Prismas spekiral aufgespal- 
ten. Das Verfahren unterscheidet sich von der oben beschrie- 
benen Anordnung mit. dichroitischen Filtern nur dadurch, 
dass der verwendete Filter in seiner Charakteristik einstell- 35 
bar ist. Es werden jedoch weiterhin pro Punkldetektor vor- 
zugsweise das Emission sband eines Farbstoffs aufgezeich- 
net. 

[0017] Ein schneller Wechsel der Detekuonsbereiche ist 
mit beiden Anordnungen nur bedingt moglich, da die Ein- 40 
stellung des Emissionsbereiches auf mechanischen Bewe- 
gungen des dichroitischen Filters bzw. von Blenden beruht. 
Ein schneller Wechsel wird z. B. dann benotigt wenn sich 
die Emissionsspektren wie in Abb. 3b dargestellt uberlagern 
jedoch die Absorptionseigenschafien verschieden sind. 45 
Abb. 3b zeigl die Eniissionssignale in Abhangigkeit von der 
Wellenlange fur die Farbstoffe CFP, Topas, CFT und Cyan- 
FP. Dieses Verfahren (Multitracking) ist in 
DE 198 29 981 A 1 beschrieben. Diese Farbstoffe sind zur 
Uniersuchung von Lebendpraparaten besonders geeignet da 50 
sie keine toxischen Wirkungen auf die zu untersuchenden 
Proben ausuben. Urn beide Farbstoffe CFP, CFT moglichst 
effizient detektieren zu konnen wird in einer Scanrichtung 
CFP mil einer Wellenlange von 458 nm angeregt und die 
Fluoreszenz von 460-550 nm detektiert. Auf dem Ruckweg 55 
des Scanners erfolgt die selektive Anregung von GFP mil 
488 nm und eine Detektion des Wellenlangenbereiches von 
490-650 nm. 

[0018] Ist die Lage des Emissionsspektrums der verwen- 
deien Farbstoffe unbekannt oder tritt eine von der Umge- 60 
bung abhangige Verschiebung des Emissionsspektrums 
(Abb. 3c) auf so ist eine effiziente Detektion der Farbstoff - 
fluoreszenzen nur bedingt moglich. In Abb. 3c ist wiederum 
das Eniissionssignal in Abhangigkeit von der Wellenlange 
dargcstclll. Die Wcllcnlangcnvcrschicbung kann bis zu 65 
mehreren 10 nm betragen. Zur Vermessung des Emissions- 
spektrums in der Probe werden heutzutage Spektrometer 
auch in Verbindung mil einem LSM eingesetzt. Hierbei wird 
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stall eines Pun ktdetek tors ein herkommliches meisi hoch- 
auflosendes Spektrometer verwendet (Patent Dixon, et al. 
US 5,192,980). Diese konnen jedoch nur punktuell oder ge- 
mittelt iiber ein Gebiet ein Rmissionsspeklrum aufzeichnen. 
Es handelt sich also um eine Art der Spektroskopie. 
[0019] In einer weiteren Applikation der Fluoreszenzmi- 
kroskopie wird die Ionenkonzenlration (z. B.: Ca + , K + , 
Mg 2+ , ZN + , . . .) insbesondere in biologischen Praparaien 
besumnu. Hierzu werden spezielle Farbstoffe oder Farb- 
stoffkombinationen (z. B. Fura, Indo, Fluo; Molecular Pro- 
bes, Inc.) verwendet, die eine spektrale Verschiebung in Ab- 
hangigkeit von der Ionenkonzenlration besitzen. Abb. 4a) 
zeigl die Emissionsspektren von Indo-1 in Abhangigkeit 
von der Konzentration der Kalziumionen. Abb. 4b) zeigl ein 
Beispiel fur die Emissionsspektren in Abhangigkeit von der 
Kalzium Ionenkonzentration bei Verwendung der Kombi na- 
tion von FLuo-3 und Fura Red-Farbstotfen. Diese spezielle n 
Farbstoffe werden als Emissionsratiofarbstoffc bczcichnct. 
S untune rt man die beiden in Abb. 4a dargestelllen Fluores- 
zenzbereiche und bildet das Verhaltnis (Ratio) beider Inten- 
sitaten, so kann auf die entsprechende Ionenkonzentration 
riickgeschlossen werden. Meist werden bei diesen Messun- 
gen dynamische Anderung der Ionenkonzentration in Le- 
bendpraparaten untersucht, die eine Zeitauflosung von we- 
niger als einer Millisekunde erfordern. 

[0020] Aufgabe der Erfindung sind daher neue Methoden 
zur flexiblen und frei programmierbaren Detektion. Diese 
Methoden sollen in bildgebenden wie in analytischen Mi- 
kroskopiersystemen eingesetzt werden konnen. Die Mikro- 
skopsysteme sind bildgebende Systeme wie Laser-Scan- 
ning-Mikroskope zur dreidimensionalen Untersuchung von 
biologischen Praparaten mit einer optischen Auflbsung bis 
zu 200 nm, Scanning-Nahfeld-Mikroskope zur hochaufge- 
losten Untersuchung von Oberflachen mit. einer Auflosung 
von bis zu 10 nm. Ruoreszenzkorrelations-Mikroskope zur 
quantitativen Bestimmung von Mole ku Ikon zentrationen 
und zur Vermessung von Molekul-Diffussionen. Wfeiterhin 
sind auf Fluoreszenzdetektion basierende Verfahren zum 
Screenen von Farbstoffen eingeschlossen. 
[0021] In all den o. g. Systemen werden Fluoreszenzfarb- 
stoffe zur spezifischen Markierung der Praparate eingesetzt. 
Die o. g. Aufgabe wird durch Verfahren und Anordnungen 
gemaB den unabhangigen Patentanspriichen gelost. Bevor- 
zugte Weiterbildungen sind Gegenstand der abhangigen An- 
spruche. 

Beschreibung der Erfindung 

[0022] Hintergrund des erfindung sgemaBen Verfahrens ist 
eine spektral aufgespaltete Detektion der Fluoreszenz. Dazu 
wird das Emissionslicht im Scanmodul oder im Mikroskop 
(bei Mehrphotonen- Absorption) mit Hilfe eines Elementes 
zur Trennung der Anregungsstrahlung von der detektierten 
Strahlung wie dem Hauptfarbteiler (MDB) oder einem 
AOTF gemaB 7346DE oder gemaB 7323DE vom Anre- 
gungslicht abgespalten. Bei Durchlichtanordnungen kann 
ein derartiges Element auch vollig en if alien. Ein Block- 
schaltbild der nun folgenden Detektoreinheit ist in Abb. 5 
dargestellt. Das Licht L der Probe wird nun mil Hilfe von ei- 
ner abbildenden Optik PO bei konfokalcr Detektion durch 
eine Blende (Pinhole) PH fokussiert, wodurch Fluoreszenz, 
die auBerhalb des Fokus en island, unterdruckt wird. Bei ei- 
ner nichtdescannlen Detektion entfallt die Blende. Das Licht 
wird nun mil Hilfe eines winkeldispersiven Elements DI in 
seine Spcktralantcilc zcrlcgt. Als winkcldispcrsivc Elc- 
menle konimen Prismen, Gitter und beispielsweise akusio 
optische Elemente in Frage. Das vom dispersiven Element 
in seine spektralen Komponenten aufgespaltete Licht wird 
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im AnschluB auf einen Zeilendetekior DE abgebildet. Die- 
ser Zeilendetekior DE miBt. also das Emissionssignal S in 
Abhangigkeit von der Wellenlange und wandelt dies in elek- 
trische Signal e urn. Zusatzlich kann der Detektionseinheit 
noch ein Linienfilter zur Unterdriickung der Anregungswel- 
ienlangen vorgeschaltet werden. 

[0023] Eine mogliche Ausfuhrungsform des optischen 
Strahienganges der in Abb. 5 im Blockschaltbild gezeigten 
Detektoreinheit ist in Abb. 6 dargesiellt. Der Aufbau be- 
schreibt im wesentlichen einen Cerny Turner Aufbau. Bei io 
einer konfokalen Detektion wird das Licht L der Probe mit 
der Pinholeoptik PO durch die konfokale Blende PH foku- 
sierl. Bei einer nichtdescannten Detektion im Falle einer 
Mehrphotonen-Absorption kann diese Blende entfallen. Der 
erste abbildende Spiegel SI kollimiert das Fluoreszenzlicht. 15 
AnschlieBend trifft das Licht auf ein Liniengitter G, bei- 
spielsweise ein Gitter mit einer Linienzahl von 65 1 Linien 
pro mm Das Gitter bcugt das Licht cntsprcchcnd seiner Wel- 
lenlange in verschiedene Richtungen. Der zweite abbil- 
dende Spiegel S2 fokussiert die einzelnen spektral aufge- 20 
spaltenen Wellenlangenanteile auf die entsprechenden Ka- 
nale des Zeilendetektors DE. Besonders vorteilhaft ist der 
Einsatz eines Zeilen-Sekundarelektronenvervielfachers der 
Finna Hamamatsu H7260. Der Detektor besitzt dann 32 Ka- 
nale und eine hohe Enipfindlichkeil. Der freie Speklralbe- 25 
reich der oben beschriebenen Ausfuhrungsform betragt etwa 
350 nm. Der freie Spektralbereich wird in dieser Anordnung 
gleichmaBig auf die 32 Kanale des Zeilendetektors verteilt, 
wodurch sich eine optische Auflosung von etwa 10 nm er- 
gibt. Somit ist diese Anordnung nur bedingt zur Spektrosko- 30 
pie geeignet. Jedoch ist ihr Einsatz in einem bildgebenden 
System vorteilhaft, da das Signal pro Detektionskanal auf- 
grund des relativ breiten detektierten Spektralbandes noch 
relativ groB ist. Eine* Verschiebung des freien Spektralberei- 
ches kann zusatzlich durch eine Verdrehung beispielsweise 35 
des Gitters erfolgen. 

[0024] Eine weitere mogliche Ausfuhrungsform konnte 
die Verwendung eines Matrixdetektors (z. B. eine CCD, 
Hcrslcller Sony, Kodak . . .) beinhalten. Hierbei wird in ei- 
ner Koordinate durch das dispersive Element eine Aufspal- 40 
lung in verschiedene Wellenlangenanteile vorgenommen. In 
der verbleibenden Richtung auf dem Matrixdetektor wird 
eine kompiette Zeile (oder Spalte) des gescannten Bildes ab- 
gebildet. Diese Ausfuhrungsform ist besonders vorteilhaft 
beim Aufbau eines Linienscanners (Lit.: Corle, Kino; "Con- 45 
focal Scanning Optical Microscopy and Related Imaging 
Systems"; Academic Press 1996). Der prinzipielle Aufbau 
enispricht im wesentlichen dem eines LSM nach Abb. 2. Je- 
doch wird statt eines Punktfokus eine Linie in den Fokus ab- 
gebildet und die zu untersuchende Probe nur noch in einer 50 
Richtung gescannt. Die Linie wird durch das Einschalten ei- 
ner Zylinderlinse ZL (in Abb. 2 gestrichelt dargestellt) vor- 
dem Scanner erzeugt. Als konfokale Blende dient in einem 
solchen Aufbau statt einer Lochblende eine Schlitzblende. 
Eine nichtdescannte Detektion insbesondere bei Verwen- 55 
dung einer Mehrphotonen-Absorption kann auch mit dieser 
Anordnung wie in Fig. 2 dargestellt, erfolgen. Weiterhin 
kann die Schlitzblende bei Mehrphotonenabsorption entfal- 
len. 

[0025] In den oben beschriebenen Ausfuhrungsform(en) 60 
detektiert jeder Einzelkanal ein Spektralband des Emissi- 
onsspektrums mit einer spektralen Breite von ca. 10 nm. Die 
Emission der fur die Huoreszenzmikroskopie relevanten 
Farbstoffe ersireckt sich jedoch uber einen Wellenlangenbe- 
rcich von mchrcrcn 100 nm. Dcshalb crfolgt in der crfin- 65 
dungsgemaBen Anordnung eine Summation der Einzelka- 
nale entsprechend der nuoreszenzbander der verwendeten 
Farbstoffe. Hierzu wird im ersten Schritt ein so genannter 



Spektralscan durchgefuhrt, der die Infonnationen der Ein- 
zelkanale z. B. als Bildin formation ausliest. Hierbei wird die 
Probe vorteilhaft mit mehreren Anregungswellcnlangen ent- 
sprechend der verwendeten Farbstoffe bestrahlt. Fur jeden 
Bildpunkt wird also die Summe der Spektralkomponenten 
der einzelnen Farbstoffe, die sich an dem gerade geinesse- 
nen Bildpunkt befinden, aufgezeichnet. 
[0026] Im AnschluB kann der Nutzer beliebig die einzel- 
nen Kanale zu Detektionsbandem (Emissionsbandern) zu- 
sanmienfassen also aufsummieren. Die Auswahl der Sum- 
mationsbreiche kann beispielsweise durch die Darstellung 
der Signale je Bildpunkt in den Einzelkanalen in einem Hi- 
stogramm erfolgen. Das Histogramm reprasentiert die 
Summe aller Emissionsspektren der in der Probe verwende- 
ten Farbstoffe. Diese Summation erfolgt vorteilhaft entspre- 
chend den Emissionsspektren der angeregten Farbstoffe, 
wobei die jeweiligen Anregungswelienlangen ausgeblendet 
und Signale vcrschicdcncr Farbstoffe in vcrschicdcncn De- 
tektionsbandem summiert werden. 

[0027] Mit der erfindungsgemaBen Anordnung ist ein 
schneller Wechsel der Detektionsbander fur Multitracking- 
Anwendungen, d. h. fur einen Wechsel der Bestrahlungs- 
wellenlange und/oder Intensitat wahrend des Scanvorgan- 
ges, wie in DE 198 29 981 A 1 beschrieben, moglich. Der 
Wechsel kann pixelgenau erfolgen, d. h. in einem Zeitraum 
von einigen us. Dadurch ist beispielsweise auch die Betrach- 
tung von bestimmten Regionen der zu untersuchenden 
Probe mit unterschiedlichen Detektionsbandem (ROI-Trak- 
king) moglich. Abb. 7a zeigt. schematisch eine Verteilung 
von verschiedenen Regionen besonderen Interesses (ROI 
1-4) in einem LSM-Bild, die beispielsweise verschieden an- 
gefarbte Regionen einer Zelle reprasentieren. In Abb. 7b 
sind typische zugehorige Emissionsspektren 1-4 mit ihren 
Anregungswelienlangen (LI L4) dargestellt. Aufgrund der 
starken spektralen Uberlagerung der Emissionsspektren der 
Einzelfarbstoffe bietet sich zur Detektion der Einzelfarb- 
stoffe das Multitracking Verfahren CZ7302 an, da sich die 
Absorptionseigenschaften der Einzelfarbstoffe stark unter- 
scheiden. Bei diesem Verfahren nach dem Stand der Technik 
werden die einzelnen Farbstoffe selektiv angeregt und bis- 
her nacheinander in diesem Falle 4 kompiette Bilder ge- 
scannt. Eine Umkonfiguration der Detektionseinheiten nach 
dem Stand der Technik zwischen den einzelnen ROIs erfor- 
dert die Bewegung von mechanischen Detektionskompo- 
nenten und ist daher nicht mit einer Geschwindigkeit von ei- 
nigen Mikrosekunden moglich, wie es fur schnelle Verglei- 
che mehrerer dynamise h Prozesse in verschiedenen Regio- 
nen, z. B. bei stark bleichenden oder sich bewegenden Pro- 
ben und schnell ablaufenden Prozessen wiinschenswert ist. 
Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vorrichtung ist jedoch 
eine schnelle Umgruppierung der Suntmationsbander zwi- 
schen den einzelen ROIs durch den Nutzer oder Computer 
moglich. Die Probe muG nur noch einmal zur Aufnahme 
sich stark iiberlappender ROIs gescannt werden. Dies ist be- 
sonders vorteilhaft bei stark bleichenden Praparaten. Weiter- 
hin konnen schnell ablaufende Veranderungen/Kontraste 
zwischen einzelnen Regionen (ROIs) sichtbar gemacht wer- 
den. Dies ist beispielweise dann sinnvoll, wenn z. B. das 
Diffussionsverhalten in biologischen Umgebungen unter- 
sucht werden soli. Hierzu werden an bestimmten Stellen der 
Probe Farbstoffe gebleicht und im AnschluB der ZufluB von 
neuem Farbstoff untersucht. In einem weiteren Verfahren 
werden so genannte Caged Compounds verwendet. Durch 
ein gezieltes Anregen dieser Farbstoffe konnen beispiels- 
weise Kalziumioncn in Ncuroncn freigesctzt werden. Diese 
Ionenkonzentrationsanderungen konnen im AnschluB mit 
Anderungen in anderen Regionen der Probe korrehert wer- 
den. 
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|0028] Die Einsiellung der ROIs durch den Nutzer kann 
bcispiclsweise wie folgt geschehen: Nach der Aufnahme ei- 
nes Spckiralscans unier Vcrwendung aller oder der meisten 
y.um Anregen der FarhslofTc in den einzelnen ROIs noiwen- 
cligen Anregungslinien konnen Sumnienkanale zwischcn 
den einzelnen Anregungslaserlinien gebildet werden (LI bis 
L2. \2 bis L3, L3 bis L4 und L4 gemaB Fig. 7b bis zur ma- 
ximalcn Eniissionswellcnlange). Diese Sumnienkanale enl- 
sprechen Teilen der Fluoreszenzbander der einzelnen Farb- 
siolVe. Weiterhin erfolgi cine gleichzeitige Summation der 
Signale verschiedener Farbstoffe in gleichen Summenkana- 
ien aufgrund der starkcn t Jberlagerung. Diese Sumnienka- 
nale werden ini AnschluB farbkodiert in verschiedenen Bild- 
kanalen abgelegt und miteinander uberlagert dargestellt. 
Aufgrund der verschiedenen lokalen Farbmischungen in den 
Bildkanalen konnen die verschiedenen ROIs durch den Nut- 
/.er oder durch automarische Mustererkennung lokalisiert. 
und spczicllc Summaiionscinslcllungcn bcispiclsweise ge- 
maB (ier am starksten auftretenden Farbe fur die einzelnen 
ROIs dctiniert werden. 

| (K)29 1 In einem 2. Verfahren zur Einstellung der verschie- 
denen ROIs erfolgi eine Vermessung des Fluoreszenz- 
( schwerpunktes Hierzu werden im Detektor alle Einzelka- 
nale. die rait Anregungslaserlinien bestrahlt werden abge- 
schallen. Jede ROI besilzl aufgrund der veranderten Emissi- 
onseigenschaften der jeweils verwendeten FarbstofTe einen 
charakieristischen Fluoreszenzschwerpunkt. 
|0030] Somil konnen die verschiedenen ROIs durch die 
Lage des charakteris rise hen Farbschwerpunktes unterschie- 
den und getrennt sichtbar gemacht werden. Im AnschluB er- 
folgl wiederum eine spezifisch den Farbstoffeigenschaften 
angepaBie Einsiellung der Sumnienkanale fur die einzelen 
ROIs. 

[0031] Zusatzlich sind beliebige Einzelkanale auch durch 
den Nutzer abschaltbar. Dies ist besonders zur Unterdriik- 
kung einer oder mehrerer Anregungslaserlinien sinnvoll. 
r 1 0032 1 Bei der Beslimmung von Ionenkonzentrationen 

nach Abb. 4 werden die Summensignale durcheinander ge- 
teili und man erhalt dadurch ein MaB fiir die Hohe der Io- 
nenkonzenU-ation. 

[ 0033 1 Bei der Verwendung des Verfahren in der Fluores- 
zenzkorrelationsspeklroskopie kann eine Autokorrelation 
eines Suuunenkanals und/oder eine Kreuzkorrelation zwi- 
- - schen mchrenen Summenkanalen erfolgen. 
C_ |0034] Die Berechnung der Emissionsbander kann digital 
oder auch analog erfolgen. Beide Anordnungen werden im 
folgenden naher beschrieben. Eine Anordnung zur digitalen 
Berechnung des Summensignals ist in Abb. 8 schematisch 
dargestellt. Hierbei wird der an den Anoden eines Mehrka- 
nal-PMT MieBende Strom, jeweils durch den ersten Ampli- 
fier A (als Strom-Spannungswandler geschaltel) in eine 
Spannung gewandelt und verstarkt. Die Spannung wird ei- 
nem Integrator I zugefuhn der uber eine entsprechende 2^eit 
(z. B. Pixel verweilzcil.) das Signal iniegriert. 
|0035] Zur schnellcrcn Auswertung kann dem Integrator I 
ein Komparator K nachgesehaliet werden, der als einfacher 
Komparator eine Schallschwcllc hat, die bei Uberschreitung 
ein digitales Ausgangssignal crzeugt oder der als Fenster- 
komparaior ausgebildei isi und dann ein digitales Ausgangs- 
signal bildet, wenn sich das Eingangssignal zwischen der 
oberen und unteren Schaltschwelle befindet oder wenn das 
Eingangssignal auGcrhalb (unler oder uber) den Schalt- 
schwcllcn liegt. Die Anordnung des Komparators bzw. des 
Fensicrkomparators kann sowohl vor dem Integrator als 
auch danach erfolgen. Schaltungsanordnungcn ohnc Inte- 
grator (so genannle Verstiirkenuode) sind e ben falls denkbar. 
Bei der Anordnung im Vers tarkemi ode ist weiterhin der 
Komparator K auch nach entsprechender Pegelanpassung 



vorhanden. Der Ausgang des Komparaiors K dient als Steu- 
ersignal fur ein Switch-Register SR, das direkt die aktiven 
Kanale schaltet (online) oder der Zustand wird dem Compu- 
ter uber eine zusatzliche Verbindung V initgeteilt, urn eine 
5 individuelle Auswahl der aktiven Kanale zu treffen (off- 
line). Das Ausgangssignal des switch-Registers SR wird di- 
rekt einem weiteren Verstarker Al zur Pegelanpassung, fiir 
die nachfolgende A/D- Wandlung AD zugefuhrt. Die AD ge- 
wandelten Werte werden iiber geeignete Datenubertragung 
10 an einen Rechner (PC oder Digital-Signal-Prozessor DSP) 
ubertragen, der die Berechnung des/der Summensignale(s) 
durchfiihrt. 

[0036] Ein auf analoger Datenverarbeit ung basic re ndes 
Aquivalent der Anordnung in Abb. 8 ist in Abb. 9 darge- 
15 stellt. Die Signale der Einzelkanale werden hierbei wie- 
derum mil einem Verstarker A in Spannungssignale trans- 
ibrmiert. 

]0037] AnschlicBcnd werden die einzelnen Spannungssi- 
gnale in einem Integrator I wahrend der Pixelverweilzeit 
20 aufintegriert. 

[0038] Dem Integrator nachgesehaliet ist ein Komparator 
K der einen Vergleich des aufintegrierten Signals mil einem 
Referenzsignal durchfiihrt 

[0039] Falls das aufintegrierte Signal kleiner als die Kom- 
25 paratorschwelle ist, so wurde in dem enlsprechenden Einzel- 
kanal kein oder ein zu kleines Fluoreszenzsignal gemessen. 
In einem solchen Falle soil das Signal des Einzelkanals nicht 
vveiter verarbeitet werden. da dieser Kanal nur einen 
Rauschanteil zum Gesamtsignal beitragt. Der Komparator 
30 betatigt in einem solchen Falle iiber SR einen Schalter und 
der Einzelkanal wird fur den gerade gemessenen Pixel aus- 
geschalten. Mit Hilfe der Komparatoren in Kombination mit 
den Schaltern wird also automatisch der fur den gerade ge- 
messenen Bildpunkt relevante Spektralbereich ausgewahlt. 
35 [0040] Im AnschluB kann das integrierte Spannungssignal 
der Einzelkanale mit einem mit dem Switch-Register SR 
verbundenen Demultiplexer MPX auf verschiedene Sum- 
menpunkte durch das Register Regl geschaltet werden. In 
Abb. 9 sind 8 verschiedene Summenpunkte SP eingezeich- 
40 net. Die Steuerung des Registers Regl erfolgi durch eine 
Steuerleitung VI vom Rechner. Jeweils ein Summenpunkt 
SP bildet jeweils einen Teil des Summationsverstarkers SV, 
der die Summation der angewahlten Einzelkanale durch- 
fiihrt. Insgesamt sind in Abb. 8 8 Summen verstarker SV 
45 dargestellt. Die Summensignale werden im AnschluB mit. je- 
weils einem Analog-Digital-Wandler in digitale Signale uni- 
gewandelt und vom Computer oder DSP weiterverarbeitet. 
Die Summen verstarker SV konnen auch mit einer verander- 
lichen nichtlinearen Kennlinie betrieben. In einer weiteren 
50 Anordnung (digitale (nach Abb. 8) und analoge Detektion 
(nach Abb. 9)) erfolgt eine Manipulation bzw. Verzeming 
der Eingangssignale der Einzeldetektionskanale durch: eine 
Veranderung der Verstarkung von (A), eine Veranderung der 
Integrationszeiten von (I), durch ein Einspeisen eines zu- 
55 satzlichen Offsets vor dem Integrator und/oder durch eine 
digitale Beeinflussung der gezahllen Photonen bei einer 
Photonenzahlanordnung. Beide Methoden konnen auch be- 
liebig miteinander kombiniert werden. 

[0041] Fiir die Vermeidung von Artefakten ist es bei einer 
60 Fluoreszenzmessung notwendig das von der Probe riickge- 
streute Anregungslicht zu unterdrucken oder zumindest so 
stark abzuschwachen, dass es kleiner als oder in der glei- 
chen GroBenordnung wie das Emissionsmaximum ist. 
Hierzu kann der oben beschriebene zusatzliche Linienfilter 
65 oder ein cntsprcchcnd optimicner Flauptfarbtcilcr (MDB) 
zur optischen Abschwachung verwendet werden. Da die 
spektrale Breite der Anregungslaserstrahlung sehr viel klei- 
ner als die vom Einzelkanal detektierte Bandbreiie ist, kann 
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die riickgestreute bzw. reflektierte Anregungsstrahlung auch 
durch ein gezieltes Ausschalten des entsprechenden Einzel- 
kanals mil dem in Abb, 9 dargestellten MPX erfolgen. Triffi 
die Anresv.jngswelJenlange auf 7.wei Detektionskanale so 
kann durch cine Verdrehung des Gi tiers, eine Verschiebung 5 
des Zeilendetektor oder eine Verkippung von SI oder S2 in 
Abb. 6 die Anregungslinie so verschoben werden, dass sie 
nur auf einen Detektionskanal faill. 

(0042] Die Anordnung nach Abb. 9 hat gegenUber Anord- 
nung nach Abb. 8 mehrere Vorteile. Der aufalligste Vorteil 10 
ist, dass ledigiich die Summenkanale (also die Detekuons- 
bander der verwendeten Farbstoffe) in digitate Daten ge- 
wandelt und an den Computer gesendet werden mussen. Da- 
durch werden die vom Computer zu verarbeitenden Daten- 
raten minimiert. Dies ist besonders wichtig bei der Anwen- 15 
dung des Verfahrens in der Echtzeitmikroskopie bei der bei- 
spielsweise mehr als 50 Bilder mil 512 x 512 Pixeln und 12 
bit Pixclticfc dctckticrt werden mussen, urn die cxtrcm 
schneil ablaufenden dynamischen Prozesse registrieren zu 
konnen. Beim Einsatz dieses Verfahrens sind weiterhin 20 
keine Grenzen an die Anzahl der Einzelkanale des verwen- 
deten Zeilendetektor (Matrixdetektors) und damit an die 
GroBe des detektierbaren Spektralbereiches und/oder die 
spektrale Auflosung des Spektralsensors gesetzt. 
[0043] Weiterhin sind bei der in Abb. 8 dargeslelllen Vor- 25 
richtung die zu wandelnden Signalpegel wesentlich kleiner. 
Dadurch ist das zu erwartende Signal zu Rauschverhaltnis 
geringer. 

[0044] In den beide oben beschriebenen Anordnungen 
wurde vorzugsweise eine Integratorschaltung zur Detektion 30 
der Einzelkanalsignale verwendet. Uneingeschrankt kann 
jedoch auch eine Photonenzahlung in den Einzelkanalen er- 
folgen und die Photonenzahlen addiert werden. Die in Abb. 
8 dargestellte Anordnung hat jedoch den Vorteil, dass sie ne- 
ben dem Summensignalen auch noch die komplette Spek- 
tralinformation zur nachtraglichen Bildverarbeitung zur 
Verfugung stellt. Die Erfindung schiieBt deshalb auch eine 
^Combination beider Anordnungen ein. 
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1. Verfahren zum Betrieb eines bildgebenden opti- 
schen Systems zur Erfassung von charakteristischen 
GroBen des wellenlangenabhangigen Verhaltens einer 
beleuchteten Probe, insbesondere des Emissions- und/ 45 
oder Absorptionsverhaltens, vorzugsweise der Fluores- 
zenz und/oder Lumineszenz und/oder Phosphoreszenz 
und/oder enzymaktivierten Lichtemission und/oder en- 
zymaktivierten Fluoreszenz, vorzugsweise zum Be- 
trieb eines Laserscanmikroskopes, mit detektionsseitig 50 
ortsaufgeloster welleniangenabhangiger Zerlegung der 
Bildpunktinformation der Probe in Spektralkomponen- 
ten ? wobei fur unterschiedliche Spektralkomponenten 
mindestens eine Summierung erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 zum Betrieb eines scan- 55 
nenden Systems, wobei innerhalb eines Scanvorgangs 
zwischen verschiedenen Probenbereichen ein Wechsel 
mindestens einer Bestrahlungswellenlange und/oder 
Bestrahlungsintensitat erfolgt und fur unterschiedliche 
Probenbereiche und/oder Bestrahlungswellenlangen/- 60 
int.ensitat.en eine Summierung mindestens eines Teiles 
der jeweiligen Spektralkomponenten erfolgt. 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, mil einer bildlichen Darstellung der summierten 
Bcrcichc. 6:> 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che. wobei mehrere Teilsummen gebildet und dann ad- 
diert werden. 



5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, mit einer Uberlagerung von Teilsummen von 
Spektralkomponenten, die uberlagerte Signale ver- 
schiedener Fluoreszenzkomponenten enthalten. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, gekennzeichnet durch die Kombination mit spek- 
traler Schwerpunktbildung fur mehrere Spektralkom- 
ponenten. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, mil mathematischer Verkniipfung wie Quotienten- 
oder Differenzbildung von Teilsummen oder Einzel- 
komponenten und bildlicher Darstellung der Verknup- 
lung. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, zur optischen Erfassung von charakteristischen 
GroBen des wellenlangenabhangigen Verhaltens einer 
beleuchteten Probe, insbesondere des Emissions- und/ 
oder Absorptionsverhaltens, vorzugsweise der Fluores- 
zenz und/oder Lumineszenz und/oder Phosphoreszenz 
und/oder enzymaktivierten Lichtemission und/oder en- 
zymaktivierten Fluoreszenz, wobei die Emissions- 
strahlung mit einem dispersiven Element spektral auf- 
gespalten wird, ortsaufgelost delektiert und elektro- 
nisch mindestens ein Summensignal der Emissions- 
strahlung und/oder der absorbierten Strahlung be- 
stimmt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 
che, wobei die Bestimmung des Summensignals der 
spektral aufgespalteten Emission sstrahlung zur: 
Unterscheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ 
oder 

zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammenset- 
zung eines Bildpunktes bei Verwendung von mehreren 
Farbstoffen simultan und/oder 

zur Bestimmung der lokalen Verschiebung des Emissi- 
onsspektrums in Abhangigkeit von der lokalen Umge- 
bung an den der/die Farbstoffe gebunden sind und/oder 
zur Vermessung von Emissionsratiofarbstoffen zur Be- 
stimmung von Ionenkonzentrationen erfolgt. 
10. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprii- 
che, wobei die Bestimmung des Summensignals der 
spektral aufgeweiteten reflektierten, riickgestreuten 
und/oder transnuttierten Anregungsstrahlung von 
Ruorochromen zur: 

Unterscheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ 
oder 

zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammenset- 
zung eines Bildpunktes bei Verwendung von mehreren 
Farbstoffen simultan und/oder 

zur Bestimmung der lokalen Verschiebung des Absorp- 
tionsspektrums in Abhangigkeit von der lokalen Um- 
gebung an den der/die Farbstoffe gebunden sind und/ 
oder 

zur Vermessung der Absorptionsratio zur Bestimmung 
von Ionenkonzentrationen erfolgt . 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, wobei die Zusammensetzung der Sum- 
mensignale wahrend des Scannens in Abhangigkeit 
von den Anregungsparametern variiert werden kann 
(Multi tracking). 

12. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche, wobei die Zusammensetzung der Sum- 
mensignale wahrend des Scannens in Abhangigkeit 
von der jeweiligen Scanposition variiert werden kann 
(ROI-Tracking). 

13. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspruche. wobei die Emissionsstrahlung der 
Probe mit einem dispersiven Element aufgespalten und 
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in mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert 
wird. 

14. Verfahren nach mindestens eincm der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei eine Aufspaltung der Fluores- 
zenzslrahlung erfolgt. 5 

15. Verfahren nach inindeslens eincm der vorangehen- 
dcn Anspriiche, wobei zur Absorptionsmessung die 
von der Probe refleklierte. riickgestreute und/oder 
transmit tierte Strahlung mil einem dispersiven Element 
aufgespalten und in mindestens einer Richtung ortsauf- 10 
celosi detektiert wird. 

16. Verfahren nach inindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Signale von Detektionska- 
nalen gewandelt und digital ausgelesen werden und die 
Summation digital in einem Rechner erfolgt. 15 

17. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Summation mil analoger 
Datcnvcrarbcitung mittcls eines Demultiplexers in 
{Combination mil einem Summationsverstarkers er- 
folgt. 20 

18. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Signale der Detektorkanale 
durch eine nichtlineare Verzerrung der Eingangssi- 
gnale beeinfluBt werden. 

19. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 25 
den Anspriiche, wobei eine Beeinflussung der Intergra- 
tionsparameter erfolgt. 

20. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei eine Beeinflussung der Kennli- 
nie eines Verstarkers erfolgt. 30 

2 1 . Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Summensignale zur Gene- 
rierung eines Bildes verwendet wird. 

22. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei ein farbkodiertes Fluoreszenz- 35 
bild erzeugt wird. 

23. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei eine Uberlagerung mit weiteren 
Bildern erfolgt. 

24. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 40 
den Anspriiche, wobei die Summensignale mit einer 
lookup- Tabelle kombiniert. werden. 

25. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei mittels der lookup-Tabelle eine 
Darstellung verschiedener Farbstoffe und/oder der 45 
Spreizung des generierten Bildes erfolgt. 

26. Verfahren nach mindestens einem der vorange hen- 
den Anspriiche, wobei uber Komparatoren in Detekti- 
onskanalen ein Vergleich des gemessenen Signals nut 
einem Referenzsignal erfolgt und iin Falle einer Unter- 50 
schreitung und/oder Uberschreitung des Referenzsi- 
gnals eine Veranderung der Betriebsweise des Detekti- 
onskanales erfolgt. 

27. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei eine Abschaltung und/oder 55 
Nichtberucksichtigung des jeweiligen Detektionska- 
nals erfolgt. 

28. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei hierdurch eine Einengung des 
interessierenden Spektralbereichs erfolgt. 60 

29. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Signale der Detektionska- 
nale jeweils mittels mindestens einer Integratorschal- 
tung generiert werden. 

30. Verfahren nach mindestens eincm der vorangehen- 65 
den Anspriiche, wobei die Signale der Detektionska- 
nale mittels Photonenzahlung und anschlieBender Di- 
gital/ Analog wandlung generiert werden. 
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31. Verfahren nach inindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, wobei die Photonenzahlung zeitkorre- 
liert erfolgt. 

32. Verlahren nach niindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, zur Erfassung von Ein- und/oder 
Mehrphotonen fluoreszenz und/oder durch entangled 
photon angeregter Fluoreszenz. 

33. Verlahren nach inindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit paralleler Beleuchtung und Detek- 
tion, vorzugsweise im WirkstorYscreening, wobei die 
Probe vorzugsweise eine Mikrotiterplatte is! Verfahren 
nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
in einem Mikroskop. 

34. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, zur Detektion in einem Scanning-Nah- 
feldmikroskop. 

35. Verfahren nach inindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, zur Detektion einer Ein- und/oder 
Mehrphotonen-FarbstofYfluoreszenz in einem Fluores- 
zenzkorrelierten Spektroskop. 

36. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mittels konfokaler Detektion. 

37. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit einer scannenden Anordnung. 

38. Verfahren nach inindeslens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit einem X/Y Scanner in der Be- 
leuchtung. 

39. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit einem X/Y Scantisch. 

40. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mittels nicht konfokaler Detektion. 

41. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit einer scannenden Anordnung. 

42. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit descannter Detektion. 

43. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit Hellfeldabbildung. 

44. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit Punktabbildung. 

45. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit nicht descannter Detektion. 

46. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit Hellfeldabbildung. 

47. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, nut nicht scannender, konfokaler oder 
nichtkonfokaler Detektion und Punkt- oder Hellfeldab- 
bildung. 

48. Verfahren nach mindestens einem der vorangehen- 
den Anspriiche, mit einem X/Y Scantisch. 

49. Anordnung zur optischen Erfassung von charakte- 
ristischen GroBen des wellenlangenabhangigen Verhal- 
tens einer beleuchteten Probe, insbesondere des Emis- 
sions- und/oder Absorptions verhaltens, vorzugsweise 
der Fluoreszenz und/oder Lumineszenz und/oder Phos- 
phoreszenz und/oder enzymaktivierten Lichtemission 
und/oder enzymaktivierten Fluoreszenz, wobei die 
Emissionsstrahlung mil einem dispersiven Element 
spektral aufgespalten wird, ortsaufgelost detektiert. und 
elektronisch mindestens ein Summensignal der Emissi- 
onsstrahlung und/oder der absorbierten S Iran lung be- 
stimmt wird. 

50. Anordnung nach Anspruch 49, wobei die Bestim- 
mung des Summensignals der spektral aufgespalteten 
Emissionsstrahlung zur: 

Untcrschcidung von vcrschicdcncn Farbstoffcn und/ 
oder 

zur Bestiinmung der lokalen Farbstotf-Zusammenset- 
zung eines Bildpunkles bei Verwendung von mehreren 
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Farbstoffen simultan und/oder 

zur Bestimmung der lokalen Verse hie bung des Emissi- 
on sspektr urns in Abhangigkeit von der lokalen Umge- 
bung an den der/die Farbstoffe gebunden sind und/oder 
zur Vermessung von Eimssionsratiofarbstoffen zur Be- 5 
slimmung von Ionenkonzentrationen erfoLgt. 

51. Anordnung nach Anspruch 49 oder 50, wobei die 
Bestimmung des Summensignals der spektral aufge- 
weiteten reflektierten oder transmittierten Anregungs- 
strahlung von Fluorochromen zur: 10 
Unlerscheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ 
oder 

zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammenset- 
zung eines Bildpunktes bei Verwendung von mehreren 
Farbstoffen simultan und/oder 15 
zur Bestimmung der lokalen Verse hiebung des Absorp- 
tionsspektrums in Abhangigkeit von der lokalen Um- 
gcbung an den dcr/dic Farbstoffc gebunden sind und/ 
oder 

zur Vermessung der Ab sorption sralio zur Bestimmung 20 
von Ionenkonzentrationen erfolgt. 

52. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Zusammensetzung der 
Summensignale wahrend des Scannens variiert werden 
kann (Multi tracking). 25 

53. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Zusammensetzung der 
Summensignale wahrend des Scannens variiert werden 
kann (ROI-Tracking). 

54. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 30 
henden Anspruche, wobei die Emissionsstrahlung der 
Probe mit einem dispersiven Element aufgespalten und 

in mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert 
wird. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei eine Aufspaltung der Fluo- 35 
reszenzstrahlung erfolgt. 

55. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei zur Absorptionsmessung die 
von der Probe reflektierte oder transmittierte Strahlung 
mit einem dispersiven Element aufgespalten und in 40 
mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert 
wird. 

56. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Signale von Detektions- 
kanalen gewandelt und digital ausgelesen werden und 45 
die Summation digital in einem Rechner erfolgt. 

57. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Summation mit analoger 
Datenverarbeitung mittels eines Demultiplexers in 
Kombination mit einem Summationsverstarkers er- 50 
folgt. 

58. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Signale der Detektorka- 
nale durch eine nichtlineare Verzerrung der Eingangs- 
signale beeinbluBt werden. 55 

59. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspriiche, wobei eine Beeinflussung der In- 
tegrations parameter erfolgt. 

60. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei eine Beeinflussung der 60 
Kennlinie eines Verstarkers erfolgt. 

61. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Summensignale zur Ge- 
ne rierung eines Bildes verwendet wird. 

62. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 65 
henden Anspruche, wobei ein farbkodiertes Fluores- 
zenzbild erzeugt wird. 

63. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 



henden Anspruche, wobei eine Uberlagerung mil wei- 
teren Bildern erfolgt. 

64. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Summensignale mit ei- 
ner lookup-Tabelle kombiniert werden. 

65. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei mittels der lookup-Tabelle 
eine Darstellung verschiedener Farbstoffe und/oder der 
Spreizung des generierten Bildes erfolgt. 

66. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei Liber Komparatoren in De- 
tektionskanalen ein Vergleich des gemessenen Signals 
mit einem Referenzsignal erfolgt und im Faile einer 
Unterschreitung und/oder Uberschreitung des Refe- 
renzsignals eine Veranderung der Betriebsweise des 
Detektionskanales erfolgt. 

67. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei cine Abschaltung und/oder 
Nichtberiicksichtigung des jeweiligen Detektionska- 
nals erfolgt. 

68. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei hierdurch eine Einengung 
des interessierenden Spektralbereichs erfolgt. 

69. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Signale der Delektions- 
kanale jeweils mittels mindestens einer Integrator- 
schaltung generiert werden. 

70. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Signale der Detektions- 
kanale mittels Photonenzahlung und anschlieBender 
Digital/Analogwandlung generiert. werden. 

71. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die Photonenzahlung zeit- 
korreliert erfolgt. 

72. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, zur Erfassung von Ein- und/oder 
Mehrphotonenfluoreszenz und/oder durch entangled 
photon angeregter Fluoreszenz. 

73. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit paralleler Beleuchtung undDe- 
teknon, vorzugsweise im Wirkstoffscreening, wobei 
die Probe vorzugsweise eine Mikrotiterplatte ist An- 
ordnung nach mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche, in einem Mikroskop. 

74. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, zur Detektion in einem Scanning- 
Nahfeldmikroskop. 

75. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, zur Detektion einer Ein- und/oder 
Mehrphotonen-Farbstofffluoreszenz in einem Fluores- 
zenzkorreiierten Spektroskop. 

76. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mittels konfokaler Detektion. 

77. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit einer scannenden Anordnung. 

78. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit einem X/Y Scanner in der Be- 
leuchtung. 

79. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit einem X/Y Scantisch. 

80. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mittels nichtkonfokaler Detektion. 

81. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit einer scannenden Anordnung. 

82. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, mit descannter Detektion. 

83. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, rait Hellfeldabbildung. 
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84. Anordnung nach mindestens eineni der vorange- 
henden Anspriiche, mil Punktabbildung. 

85. Anordnung nach mindestens eineni der vorange- 
henden Anspriiche, mil. nichl descannler Detektion. 

86. Anordnung nach mindestens eineni der vorange- 5 
henden Anspriiche, mil Hellleldabbildung. 

87. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspriiche. mil nicht scannender, konfokaler 
oder nichtkonfokaler Deleklion und Punkr- oder Hell- 
feldabbildung. 10 

88. Anordnung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspriiche, mil einem X/Y Scantisch. 
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